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摘要 : 在 消 椎 动物 中 ， 猫 科 动 物 是 一 类 比较 特殊 的 动物 类 群 ， 共 有 37 种 动物 。 除 家 猫 外 ,其余 均 为 珍稀 
或 临近 灭绝 的 波 危 动物 。 因 而 了 解 家 猫 的 生殖 习性 和 生殖 规律 、 尤 其 是 了 解 家 猫 胚胎 工程 领域 ， 如 猫 孵 母 细 胞 
BY {ASR CRA (In vitro maturation ，IYM)、 体 外 受精 (in vitro ferilization，IYF)、 显 微 受精 等 ， 对 于 利用 现代 生殖 
技术 研究 和 探讨 非 家 猫 猫 科 动 物 的 繁殖 和 保护 具有 极为 重要 的 借鉴 意义 。 


HRA: HATH: ARB, 体外 受精 ; 显 微 受 精 
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1 家 猫 脖 胎 的 体内 发 育 


要 确切 地 判断 体外 发 育 的 家 猫 胚胎 是 否 正 常 ， 
必须 对 体内 自然 情况 下 的 猫 胚胎 发 育 有 一 个 全 面 的 
了 解 。Swanson et al .(1994) 对 平均 年 龄 为 20 个 月 
的 成 年 母 猫 的 体内 发 育 作 了 研究 。 实 验 猫 在 控 光 条 
人 忻 下 (12L:12D) 饲 养 。 出现 明 显 发 情 行 为 的 第 2 天 
开始 交配 ,连续 交配 2 d, 每 天 交配 3 次 ,间隔 3 h。 
排卵 一 般 发 生 在 第 1 次 交配 后 的 48~6h,。 第 1 次 
ERC 64h 有 65% AERA TCR 1 次 孵 弄 ;76b 有 
64.3% KARA A BEI 5 ~ 8 细胞 ;100h 有 58.3% IE 
育 到 9~16 细 胞 ;124b A 71.496 Ej S1 A EE HER 
ERE; 48h 有 61.1 锡 的 胚胎 发 育 为 致密 桑 
EE 22.2% ARM. EEC 64 ~ 124 h 期 间 , 所 
HEBR I9 fic Fe, BA Se SS SL AR E IER 
胎位 于 输卵管 中 ;而 148 h 时 ,胚胎 均 位 于 子宫 。 说 
明 猫 肥 胎 是 在 致密 桑 莫 胚 期 由 输卵管 向 子宫 迁移 
的 。 同 猪 (Dziuk,1985) 和 和 狗 (Shimizu et aZ., 1990) 
一 样 , 猎 胜 胎 在 两 竹子 官 中 具有 迁移 能 力 , 可 以 从 一 
侧 迁 移 到 另 一 便 , 以 进行 合理 分 布 和 着 床 。 


2 家 猫 及 其 他 猫 科 动 物 的 起 数 排卵 
卵泡 发 育 可 被 外 源 促 性 腺 激素 如 卵泡 刺激 素 
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(FSH). 马 绒毛 膜 促 性 腺 激素 (eCG)、 蔚 马 血清 促 性 
腺 激素 (PMSG ) 等 诱导 ,而 且 可 用 GnRH 或 hCG i 
导 排 卵 (Phillips et al., 1982; Coodrowe & Wildt, 
1987)。 对 家 猫 的 超 排 目 前 多 采用 PMSGAhCG 、 
FSH/hCG 或 eCG/hCG 3 种 处 理 方式 。PMSG/hCG 
法 即 每 只 母 猫 肌肉 注射 100 IU PMSG , 84 h 后 注射 
100 IU hCG: FSH/hCG 法 即 连 续 4d 分 8 次 递减 肌 
注 总 量 为 1.0 ~ 1.5 mg 的 FSH ,在 第 1 次 注射 FSH 
84h 后 注射 100 IU hCG; eCG/hCG 法 即 肌 肉 注 射 
150 IU eCG ,84h 后 注射 100 TU hCG。3 种 处 理 方 式 
在 不 同 作 者 中 有 不 同 的 反映 ,如 有 人 认为 PMSG/ 
hCG 处 理 效果 不 及 FSH/hCG 和 eCG/hCG ( Wildt et 
al. ,1978; REA, 1990). 目前 普遍 使 用 的 是 
eCG/hCG 和 FSH/hCG 超 排 方式 ,在 注射 hCG 后 25 
~27h 利用 腹腔 镜 自 卵巢 卵泡 中 在 体 抽 取 卵 母 细 
胞 ,或 注射 hCG 后 34-38 h 自 输 卵 管 冲 得 卵 母 细 
胞 。 

我 们 在 实验 中 也 用 FSH 对 家 和 猫 进 行 超 排 。 方 
法 如 下 ， 前 2 次 每 次 注射 0.30 mg FSH， 后 6 次 每 
次 注射 0.15 mg FSH. f¥ 12 h 后 注射 100 IU hCG， 
并 立即 用 一 玻璃 梯 刺 激动 物 阴道 。 注 射 hCG 后 34 
~ 38h 自 输 卵 管 冲 得 卵 母 细 胞 ， 每 只 家 猫 平 均 超 排 
SHH 9.15 Be (46S, 2001). 
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由 于 FSH 需要 进行 多 次 注射 , 易 引 起 动物 尤其 
是 非 家 猫 猫 科 动 物 的 精神 紧张 ,有 时 会 出 现 不 良 应 
激 反应 ,影响 超 排 效果 。 所 以 在 非 家 猜 猫 科 动 物 中 
一 般 采 用 eCG/hCG 进行 超 排 。 用 eCG/hCG 处 理 对 
虎 的 超 排 效 果 至 少 与 对 家 猪 、 猎 猫 和 美洲 狮 一 样 ,其 
至 更 好 , 而 多 次 的 FSH 注射 对 虎 的 效果 较 差 
(Phillips et uf. .1982), 尽管 FSH x3 28 59 MF ST, 
3E TIL I FE) BE vo SE s deg CR) ( Phillips et al. , 
1982; Wildt er al. , 1986:Pope ef ai. ,1989); mH & 
次 注射 eCGAhC5, 猎 猫 还 会 产生 免疫 抗 性 。 

家 猫 是 诱导 性 排卵 动物 ,刺激 卵泡 发 育 的 促 性 
腺 激素 处 理 与 排卵 激素 处 理 之 间 的 时 间 间 隔 也 是 影 
响 家 猪排 卵 的 重要 因素 .在 以 前 的 研究 中 ,在 注射 
eCG 后 72h 或 80h 再 注射 hCG, 结果 80h 卵 的 体外 
受精 Lin vitro. fertilization, IVF) € 9g 45.2%, i 72h 
WA 34.6%, 二 者 有 显著 差异 ， 这 种 差异 可 能 是 
eCG 与 hCG 注射 的 时 间 间 隔 不 够 而 导致 卵 母 细 胞 
最 终 发 育 丰 足 , 或 是 由 于 干扰 了 内 源 内 分 洲 环 境 间 
接 所 致 。FSH FÉCFSH-Tike) Ei LH 样 (LH-Ike) 刺 激 
间隔 影响 卵 的 完整 性 和 受精 能 力 , 如 仓鼠 ( Mizoguchi 
& Dukelow , 1980; Sengoku & Dukelow. 1988), 小 鼠 
(Hillier er af., 1985; Edgar et af., 1987), XX 
(Williams & Hodgen, 1980) 和 A ( Levran ef al... 
1985;:Templeton et ai. 1986) ; 

Donoghue et af .{ 1992) 5} HITE eCG 注射 80 、84 . 
88,92 和 96 h 后 再 注射 hCG ,在 hCG 注射 后 25 ~ 27 
h 自 孵 泡 中 抽取 卵 进行 IYF、 结 果 表 明 80~ 92h 组 
间 卵 的 数量 (17.2 ~ 21.1) 无 差异 ,但 高 于 96h 组 
(10.3);80~ 88 h 2H AY BB EE 92 BR 96 h 组 的 质量 要 
好 ,96h A OBA 25% IRI IVE 率 在 80057. 156). 
84( 56.5% ) .88(65.0%) Ml 92(52.5%) h 组 的 高 于 
96(33.695) h 组 ;80 ~ 84 h 组 可 产生 较 其 他 组 更 高 
的 17-8 ME — BE. 

Adams( 1982) 报道 猫 排卵 不 是 随机 的 ,而 往往 
发 生 在 交配 或 类 似 交 配 行 为 的 刺激 之 后 24 ~ 30h, 
Donoghueet af .(1993) 分 别 对 36 只 猫 在 自然 发 情 的 
第 1 天 .第 2 天 或 第 3 天 注射 100 IU hCG,24~ 26h 
后 腹腔 镜 检查 卵泡 ,收集 卵泡 卵 ,并 进行 受精 。 结 果 
在 自然 发 情 组 发 情 第 1 天 的 猫 产 生 的 卵泡 少 ,而 且 
有 88.9% 的 卵 退 化 或 未 成 熟 , 不 适 于 IVE. RE 
PMSG/hCG 组 只 有 44.4 名 的 猫 表 现 出 明显 的 发 情 ， 
但 产生 的 卵泡 量 (9.7 + 0.8) 和 收集 到 的 孵 数 (8.7 
+0.8) 至 少 是 自然 发 情 组 的 2 悄 , 即 超 排 组 每 个 供 


体 至 少 产生 多 于 自然 组 2 HAR. MARR 
现 . 发 情 第 1 天 不 适 于 LH 刺激 ,PMSG/hCG AR 
胎 质 量 亦 未 受 激素 处 理 的 影响 。 

同 其 他 哺乳 动物 一 样 ,对 猫 进 行 反复 超 排 后 , 卵 
巢 对 刺激 的 响应 显著 下 降 , 而且 产 生 免 疫 抗 性 。 
Swanson et aL. (1995) 1838 , EC & E) eCG/hCG 注射 ， 
可 能 引起 母 猫 免 疫 抑 制 , 影 响 超 排 效 果 。 用 ELISA 
检查 公 猪 .处女 猫 和 eCG/hCG 刺激 过 的 母 猫 是 否 有 
免疫 球 蛋 白 与 eCG .hCG #1 FSH(PFSH ) 结 合 。 结 
果 发 现 ,多 次 接受 eCG/hCG 处 理 的 猫 在 停止 注射 
4~50d 后 ,其 血清 中 与 eCG fI hCG 结合 的 免疫 球 
蛋白 量 显 车 高 于 公 猫 、 处 女 猫 或 只 超 排 1 次 的 猫 , 表 
明 家 猫 对 eCG/hCG 处 理 产 生 严重 的 免疫 皇 抗 、 


3 ”人工 授精 


1992 年 Howard et al. 利用 eCG Fl hCG 对 家 猫 
进行 超 排 处 理 后 ,进行 腹腔 镜 人 工 授精 (artificial in- 
semination ,AT)。 在 此 之 后 .在 其 他 几 种 猫 科 动物 中 
进行 了 同样 的 工作 ,以 期 利用 辅助 生殖 手段 来 保护 
和 扩大 濒危 动物 种 群 。 这 些 尝 试 使 猎豹 ( Acinonyx 
jubatus ) Howard et al. ,1996b) ,云豹 ( Neofelis nebu- 
losa ) Howard et af. ,1996a) .西伯 利 亚 虎 ( Panthera 
tigris altaicia )( Donoghue et al. ,1993) .美洲 希 ( Felis 
concolor )(Barune et af.,1994) i $3( Penthera unci- 
a ) Roth et af., 1997) FP ££ MID. ALR (E SH $3 
Tu S rp JL ON BRUT. ES ACRES GE AT 后 妊娠 率 可 达 
5096 (Howard et af. .1992,1993). 

以 猫 为 例 概 述 腹腔 镜 AT 操作 过 程 如 下 :每 日 观 
察 猫 的 发 情 情况 ,对 连续 3d 以 上 没有 发 情 表 现 的 
母 猫 , 肌 注 100 IU ecG,80h 后 肌 注 75 IU hCG. 36 ~ 
38h 后 实施 AT; 用 ketamine hydrochloride( 10.0 mg/ 
kg) + arepromazine maleate( 0.2 mg/kg) FRIES , Hf. 7 
mm 的 腹腔 镜 自 膜 部 插入 约 4 ecm, 探测 卵巢 是 否 有 
新 排卵 点 (fresh corpora lutea, CL); 如 已 经 排卵 , 则 用 
内 置 导管 (imdwelling catheter) 自 皮下 直接 插入 子 官 
FAY She ,将 精液 (每 个 子宫 和 100 pL IEA TF AE 
中 。 输 精 前 需 检 查 精子 的 数量 及 活力 (Roth et al., 
1997) ,精子 浓度 应 达到 2 ~ 3 x 10 /mL 

虽然 AI 方 法 在 猫 及 猫 科 动 物 中 证 明 是 可 行 的 、 
但 是 还 存在 一 些 问 题 。 如 通过 腹腔 镜 进 行 的 AI 得 
到 的 幼 仔 要 比 正常 繁殖 的 幼 仔 小 一 些 . 采 用 IVF/ET 
技术 也 有 类 似 的 结果 .出 现 前 一 问题 的 原因 可 能 是 
猫 处 于 麻醉 状态 ,在 检查 排卵 情况 时 .尤其 是 在 排卵 
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敏感 期 内 ,由 于 触及 输卵管 伞 , 很 容易 造成 卵 的 丢 
和 失 ; 或 是 猫 排 卵 过 程 的 不 同步 ,在 AI 时 还 有 一 些 卵 
泡 示 排放。 受 这 些 因 素 的 干扰 ,导致 受 孕 率 及 手术 
的 成 功率 降低 。Al 手术 也 会 影响 大 岂 (Vanderhden 
et al.,1986) f E (Robinson et at. , 1989) BERR AY Et 
Ho 


4 卵 母 组 胞 的 体外 成 熟 (IVM)、 体 外 受精 
(IVF) 和 体外 培养 (IVC) 


4.1 卵泡 卵 母 细胞 的 收集 

猫 的 卵 母 细 胞 来 源 一 般 有 2 类 。 一 类 来 自 实验 
室 。 通 常 采 用 超 排 方 法 在 注射 hCG 25 ~ 27 h 后 ， 
借助 腹腔 镜 自 卵巢 表面 抽取 > 关 2 mm 的 卵泡 卵 。 其 
操作 方法 为 ， 将 实验 各 麻醉 ， 将 一 4 cm 长 的 针 自 
ARIE PHAR, (ERE EEHERUSISE P, PEI — Ml 
卵巢 ,吸取 表面 的 卵泡 ， 将 内 容 物 全 部 吸出 ， 根 据 
卵 的 形态 及 其 周围 的 卵 丘 细胞 情况 评价 卵 的 质量 及 
其 成 熟 状 态 。 如 卵 的 放射 冠 及 卵 撕 细胞 已 经 松散 并 
且 扩 展开 ， 则 认为 卵 已 经 成 熟 、 如 果 卵 外 有 紧密 的 
放射 冠 、 卵 丘 细 胞 仍然 很 致密 ， 则 是 不 成 熟 的 ， 需 
经 过 体外 成 熟 培 养 才 能 进行 受精 (Donoghue et 
al., 1992). 

Bp 8E AR Rf BY 0 — 26 c di Je TE UU ZB. 将 因 
作 绝育 手术 或 因 病 作 卵 梨 切 除 手 术 所 得 的 卵巢 放 信 
& 100 U/mL 青霉素 钠 和 0.1 mg/mL ee TE AY 
15mL PBS i& "P Et fe Fl 3c ue E (4°C n] PR f£ 24 h), 
从 卵巢 表面 抽出 卵泡 ,进行 体外 成 熟 培 养 (Johnston 
et al., 1989; Wolfe & Woldt, 1996; Hoffert ef ai., 
1997) . 
4.2 IVM 

DATS FER EMEM. Bll & Earle’ s 盐 的 MEM 
TU Be AB ED th 2S oh RK, 2.0 mmol/L 谷 氨 酰胺 ,0.1 
mmol/L 丙酮 酸 ,0.4% BSA, 100 IU/mL 青霉素 ,0.1 
mg/mL $45 XX ,0.2 mg/mL HBR, 1 ug/mL FSH,2 
ug/mL LH, | pg/mL 17-8 HE — B (Hoffert et al., 
1997). 50 ~ 100 pL 3E P à 15 ~ 20 KH, 在 
387.596 CO, 中 培养 27 ~ 29 h( Wolfe & Woldt, 
1996)。 培 养 液 中 BSA 的 存在 似乎 比 FCS 的 存在 更 
有 利于 卵 的 成 熟 ; 然 而 当 FSH + LH + 17-8 WE - BTE 
在 时 ,FCS 的 加 入 可 提高 IVE 率 和 卵 裂 率 。FCS 可 
以 通过 抑制 透明 带 硬 化 而 提高 IVE. Schramm & 
Bavister( 1995 ) 认 为 促 性 腺 激素 和 催乳 激素 对 猫 卵 
母 细 胞 的 核 质 成 熟 具 有 显著 促进 作用 。 





我 们 用 TCM - 199 + 1096 FCS 和 TCM - 199 + 
10%FCS+ PMSG 2 种 培养 液 对 猫 卵 巢 卵 母 细胞 进 
行 培养 , 发现 其 成 熟 ( 排 放 第 1 极 体 ) 率 分 别 为 
48.8%(66:135) 和 78.9% (116:147)( 李 光 鹏 等 ， 
2001) ,说 明 PMSG 对 猫 卵 的 体外 成 熟 有 促进 作用 。 
4.3 IVF 

IVE 前 先进 行 精子 的 处 理 。 通 过 电 刺 激 或 假 阴 
道 (Wildt et af . ,1983) 收 集 精 液 , 把 采 得 的 精液 放 到 
1.5mL 难 形 管 中 , 用 同样 体积 的 mKRB (Toyoda & 
Chang 培养 液 ) 进 行 稀释 ,再 离心 (300 g )8 min; HH 
土 清 夜 ,将 150 uL mKRB 缓冲 液 加 到 沉淀 物 中 , 室 
温 下 精子 上 浮 1 h。 对 上 浮 的 精液 进行 精子 浓度 分 
析 及 精子 运动 活力 鉴定 。 精 子 质量 一 般 分 为 0~5 
级 (Donoghue et af. ,1992; Wildt et al.,1983):0 级 
为 精子 不 动 ,5 级 为 精子 快速 直线 向 前 运动 。 只 有 
含 75 弦 的 运动 精子 ,3 级 以 上 的 精液 才 用 于 IVF, 
受精 时 活动 精子 最 终 浓 度 为 2 x 10°/mL( Donoghue 
et al. ,1992). 

将 10 Pe nA AY SN REAR AR A. 100 pL T T cr 
中 ,在 37% 5% C05,9596 23 TP E FT EE, AB EE 
为 10 BB/2x 10 运动 的 精子 。 培 养 12 ~ 18 h 后 ,将 
卵 母 细胞 移出 并 用 0.2% 透 明 质 酸 洗涤 ,以 去 除 卵 
丘 细 胞 及 粘 附 芍 精 子 。 然 后 再 把 卵 母 细胞 放 到 100 
pL 新 鲜 培养 液 中 继续 培养 12 ~ 18h, 根 据 卵 裂 到 2 
细胞 的 情况 判定 受精 率 (Donoghue er al. ,19921) . 

精 卵 共同 培养 后 ,从 15 min 到 5 h 38 T SES 3 
从 0 3t 10096, SEE IE 3 - 4h ,精子 头 部 发 生 去 
致密 化 ,形成 肉 雄 原核 (Niwa et al... 1985; Pope et 
al ., 1993) ;而 Goodrowe et al .(1988) 认 为 受精 后 24 
h 才 有 原核 形成 、 两 者 之 间 的 差异 可 能 是 卵 的 成 熟 
程度 及 所 甫 精子 的 活性 不 同 所 致 、Pope et af. 
《1993 对 处 于 发 情 间 期 的 猫 进行 超 排 处 理 ,在 hCG 
注射 后 25 ~ 27 h 取 卵 泡 卵 于 受精 液 (精子 浓度 1~ 2 
x 102mL) 中 38% 5% CO; 条 件 下 培养 4~6h。 为 
确定 精子 穿 卵 时 间 及 其 受精 事件 ,在 共 培 养 0.5 ~ 
10 h 期 间 进 行 压 片 处 理 。 结 果 发 现在 0.5~3h 期 
间 的 精子 穿 人 率 为 95% ,在 共 培 养 2h.6~8h 和 10 
h 分 别 发 生 第 2 8 HEBEL RTE a a IECELNG 
iB. 

4.4 Xf] IVM, IVF, IVC 的 因素 

在 简单 培养 液 (Tyrode"s ) 和 复杂 培养 液 (HF - 
I0. TCM - 199 .CMRL - 1066) 中 均 可 以 对 1VF 的 受 
精 卵 进行 培养 ,但 不 同 的 培养 液 及 其 不 同 来 源 的 蛋 
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白质 对 IVF 及 其 胚胎 发 育 有 不 同 的 影响 。mKRB ， 
TALP .Ham's F10 + BSA 的 IVF 324} 3) Aj 75.0% , 
70.6% ,80.0%. TE Ham' s F10 中 分 别 加 入 PVA, 
BSA, FCS,ECS Ja, IVF 44} SI) A 67.3% , 80.0%, 
84.0% .85.2%. FCS 或 ECS 的 培养 效果 优 于 
PVA, Hj Ham's FIO, TALP 和 mKRB 培养 ,加 入 
BSA 后 分 别 有 95.0% 77.8% Al 88.95% B BB Ac FF Fl 
SEA, TEMA PVA.BSA.FCS.ECS BORE 
发 育 率 是 一 致 的 ,但 讲 胚 发 育 率 则 不 一 致 。 在 加 入 
ECS Al FCS Ja , 2A 30.8% Al 22. 296 I] BB Az BT 59 
ASA 2E BE 35] Lu EDA PVA 和 BSA Ja, RRA 
分 别 只 有 10.359681 13.8%, E Wi fE SR WF 系统 中 ， 
培养 液 类 型 和 和 蛋白质 类 型 对 胚胎 发 育 的 影响 大 于 对 
IVF 的 影响 。 培 养 液 中 血清 的 加 入 可 部 分 地 克服 胚 
胎 栖 外 发 育 阻 断 (Johnston et al. ,1991a,b)。 

Schramm & Bavister( 1995) 发 现 FSH ,LH 生长 
激素 或 催乳 素 对 猫 卵 的 1VF 及 其 发 育 潜力 无 影响 。 
Wood et ql .(1995) 认 为 :中 蛋白 质 的 参与 对 IVM 和 
IVE 并 非 必需 ;名 存在 FCS 时 培养 24h 或 52h, 孵 母 
细胞 的 核 被 抑制 在 GV 期 ;国外 源 激素 书 进 IVM 和 
IVF , 促 性 腺 激素 和 17-B ME RE XE LBS LH REI 
的 作用 不 明显 ,在 激素 不 存在 时 , 卵 仍 可 以 相对 高 的 
比率 进行 TYM IVE RIBB 2H ; CDIVM 52h 再 进行 1YF， 
受精 率 降低 ,面体 内 成 熟 卵 的 IVF 为 60% ~ 80% 
(Donoghue et af., 1992; Johnston et al.. 1991c)。 
FCS 对 猫 卵 成 熟 有 显著 的 抑制 作用 ,这 一 点 与 其 他 
动物 不 一 致 (Schroeder & Eppig, 1984; Leibfried-Rut- 
ledge et af. ,1987; Vanderhden et af., 1986). MEN 
+ FCS iH H fi& 9.6% RS BE px, 9A, I YE BSA 组 为 
46.795, Vanderhden & Armstrong (1989) 48 3B X. BR. 
山羊 . 猪 . 人 的 FCS 对 大 鼠 卵 母 细 胞 的 IVM 有 显著 
抑制 作用 。 尽 管 血清 因子 可 以 刺激 卵 母 细胞 的 
IVM, (B TE fli n, FCS 可 能 含有 抑制 卵 成 熟 的 成 分 。 
生殖 激素 ,尤其 是 人 租 类 激素 对 卵 母 细胞 1VM 的 作用 
是 有 争议 的 。 猫 的 情况 基本 同 大 鼠 Se) BA 
—FE( Wood et af . ,1995) ,外 源 激素 可 以 促进 卵 母 细 
胞 IYM。FSH 通过 调节 cAMP 浓度 而 促进 卵 的 成 熟 
(Salustri et o1 .,1995) ,并 促进 卵 丘 细胞 扩展 。 肉 二 
醇 在 培养 前 24h 起 到 与 促 性 腺 激素 相同 的 作用 。 
Batten et af. (1989) ÀJ Z& B 55 cAMP 协同 作用 抑 
制 GVBD, TE/ BaP 53 BRL BRAK, 

IVF BIB Az Er AREA p e) AAR A fl 
(Swanson et af. ,1994; Roth et af.,1994), IVF 率 为 


7096 ~ 8095, Wi E. S096 EÀ E BEES RT LA ERE A E 
BEN. REPRE , Te D S CUR NRA 
IVF 胚胎 是 一 致 的 [Roth et a2.,1994), IVF 后 30h, 
有 5S8.7 入 的 受精 卵 发 育 到 2 ~4 细 胞 期 。 之 后 ,每 
经 过 24 h, dk E SEZE 13x, 8) 102 h H 56.596 RÉF 
FIBER. fAud,IVF 胚胎 只 有 10% ~ 3096 PLE E 
MESE A FF 2 BEAL, X SEA OR IET 38 EDS 3 John- 
ston et al. , 1991a, b; Byers et a1.,1994). 很 显然 ， 
FETE 38 MR EEE Bl E FS 8 88 B P) EE ERLEBT in vitro 
developmental block ) HR. 

卵 母 细胞 的 胞 质 内 精子 注射 (intracytoplasmic 
sperm injection ICS1) € £$ ji Jj ABT BEE 
无 精 症 的 有 效 手段 。 由 于 濒危 动物 的 繁殖 能 力 大 大 
下 降 , 存 在 严重 的 雄性 不 育 症 ,因此 ICS 技术 在 提 
高 否 危 动物 繁殖 能 力 方 面 可 能 具有 现实 意义 。Pope 
et al .(1998)%f RATE T. ICSI 尝试 并 同时 进行 常规 
IVF 对 照 。 用 150 IU eCG ,或 总 10~ 15 IU FSH 分 4 
d 注射 ;第 5 天 注射 100 IU hCG, 24 ~ 26 h Ja HO 
泡 卵 母 细胞 ; 脱 除 卵 丘 细 胞 后 进行 1CS1。 结果 IVF 
和 ICS 的 受精 率 分 别 为 67.9% 和 58.1%。 培 养 7d 
A 46.795683 IVF ALAR A BRE 53.3% KA 
BRR ARRARAH RA BK 10096, MRA 
93.7%H ICSI RE B& AE A 2) BEM (50.8% ) AE 
(42.996), BIC 后 得 到 的 桑 莫 胚 移植 到 4 AS 
体 猫 ,每 只 移植 10~ 11 Fr 3Er 2 只 分 别 在 妊娠 66 
和 67d 产 下 共 3 只 仔 猫 。 


5 体外 发 育 阻 断 


同 其 他 动物 相似 , 猫 1VF 胚胎 体外 培养 时 也 存 
在 体外 发 育 阻 断 现象 。 但 与 其 他 动物 又 有 根本 的 不 
同 , 牛 绵羊 . 猪 、 鼠 类 胚胎 的 发 育 阻 断 发 生 在 发 育 的 
更 早期 ,如 牛 在 8 ~ 16 细胞 期 , 猪 在 4~8 细胞 期 ,小 
鼠 在 2 细胞 早期 。 而 猫 胚胎 的 发 育 阻 断 则 发 生 在 从 
RRR AMR. PHAGES E.R 
他 动物 的 胚胎 发 育 阻 断 可 以 通过 改善 培养 液 条 件 、 
改善 培养 环境 或 与 体 细胞 共同 培养 的 手段 予以 克服 
(Camous et af. ,1984;Gandolfi & Moor ,1987;Eyeston 
& First,1989)。 如 锡 的 体外 发 育 虽 然 不 能 超过 桑 茂 
胚 期 ,但 只 需 在 培养 液 中 加 人 几 种 氨基 酸 就 足以 克 
服 其 阻 断 ( 严 云 勤 等 ,199$)。 然 而 ,上 述 措施 却 不 能 
有 效 地 克服 猫 胚胎 的 体外 发 育 阻 断 。 

一 般 认为 ,发育 阻 断 与 胚胎 发 育 过 程 中 母体 合 
子 转变 期 (maternal zygote transion, MZT) 有 关 。 
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在 小 鼠 ，MZT 发 生 在 2 细胞 早期 ， 羊 和 牛 在 8~ 16 
细胞 期 ， 与 其 发 育 阻 断 相 吻合 。 可 能 是 体外 培养 条 
件 影响 了 MZT 期 间 的 能 量 代 谢 ， 进 而 引起 阻 断 
(Pas, 1995), 改变 这 些 成 分 或 因素 ， 就 可 以 
满足 MZT 的 代谢 需要 ， 也 就 可 以 克服 阻 断 。 那 么 ， 
je BERG de EE MZT? MZT 是 否 与 阻 断 有 关 呢 ? 
Hoffert et al. (1997) 的 研究 表明 、 猫 IVE 胚胎 也 
存在 MZT. MZT 发 生 于 5 ~8 细胞 期 ,而 且 发 现 
MZT SR - 赛 阻 断 无 直接 关系 。 他 们 将 TVF 12h 
的 胚胎 培养 于 含 a - RRR FR, 61.5% 
的 胚胎 可 发 育 到 5 ~ 8 细胞 期 ， 但 只 有 了 .7 扣发 育 
到 9~16 细 胞 阶段 。 而 没有 = - RO A AY A 
A 38.0% KA BM 9 ~ 16 细 胞 期 。 这 表明 胚胎 的 转 
录 发 生 于 5~8 细胞 期 。 

为 了 深入 研究 猫 TVF 胚胎 体外 发 育 阻 断 的 原 
[A , Roth et af .(1994) 对 体内 和 体外 来 源 的 猫 胚 胎 
进行 了 比较 研究 。 分 别 在 第 上 次 交配 后 64.76、 
100,124 和 148 h 收集 处 于 1 -2.5-~-8.9~16 细 胞 
UL Ke REE FU ic FRE EIS RI I AG SR Fes sib 13 AR ES 
Jt. Wi REB). MR ET EIU A LEER RA RR 
育 速度 是 -- 致 的 。 从 1 细胞 发 育 到 5~8 细胞 时 速 
度 较 快 ,之 后 每 经 过 24h 就 卵 裂 1 次 ,而 且 体 内 与 
体外 又 车 是 的 形成 率 是 一 致 的 ( > 6090), AMAA 
体内 来 源 的 胚胎 能 够 发 生 致 密 化 ,而 TVF 胚胎 则 不 
能 .体外 胚胎 无 一 发 育 到 赛 有 是 阶段 ,而 体内 胚胎 有 
709c A ff 9 3E T 0] CX 3E AR CE: 100 pL 新 配制 的 
HFIO - 0.011 mg/mL 丙酮 酸 ,0.284 mg/mL f$ Bf 
胺 + 5 多 FCS)、 同 时 也 发 现 ,自体 内 收集 胚胎 的 时 
ja] Sc n RE RR E ERE. M 1~2 细胞 开始 培养 时 、 
只 有 54% B) RAG LAE ERG LS ~ 8 细胞 ,有 
85.0% A fr SIR ERR 19 ~ 16 细胞, 则 有 92 ON RA 
SRAM. [n] FERMO, E Ey 90 3E RR BY E th RR 25 BT 
在 体外 培养 时 间 的 延长 而 下 降 , 从 1 ~ 8 细胞 开始 培 
养 时 .只 有 33.396 ~ 66.7% BY RAG A EE Bl BEE f 
从 9~ 16 细胞 开始 培养 ,有 92.0% AY AR AG AS ET 9| E 
Wr. US SE AAG Et A Fr AS ot HS AO, RC oy ME EIS 52 E fg 
率 、 当 收集 的 胚胎 处 于 1 ~ 2 S8 LEE IGE Oc — Be SE E 
化 .而 处 于 9~ 16 细胞 的 胚胎 有 90 泊 可 以 通化 ,而 
且 赛 胚 的 能 化 形式 也 因 在 体外 培养 时 间 的 长 短 而 有 
TOROS MGROEBERHIT RRGRGERI, 638 Jy Hu TO 0 HE 
扩展 ,ZP 逐渐 变 薄 ,然后 在 整个 一 个 极 ZP 溶解 , 扩 
RG, M4AS~8 细胞 期 开始 培养 发 育 到 
训 胚 后 , 旺 化 只 是 表现 为 一 种 ZP 逃逸 过 程 , 即 ZP 





上 只 出 现 工 个 小 的 裂 侨 ,一 部 分 滋养 屋 细胞 自 裂 多 
Ri, HRA 51.496 B3 3E BR Az ^E RLM (RR 
AA 8.9% REM A ZP FSC HEL. 

上 述 现 象 表明 .即使 体内 来 源 的 胚胎 ， 随 着 在 
体外 培养 时 间 的 延长 ,胚胎 发 育 进展 变 缓 ， 胚 胎 质 
量 呈 下 降 的 趋势 . KARR RE RE A Sp HR 
时 ,能 发 生 明 显 的 致密 化 现象 ; 而 IVF REA 
仍 保 持 清晰 的 球形 卵 裂 球 状态 ， 不 能 发 生 致密 化 。 
致密 化 是 训 胚 形成 的 前 提 条 件 、 不 发 生 致密 化 就 不 
REPO +E BERR. Xx dE IVE 胚胎 的 一 个 明显 缺陷 。 这 
些 缺 陷 的 造成 是 多 方面 的 ， 可 能 来 自体 外 环境 的 不 
足 ， 也 可 能 来 自 猫 凸 胎 对 体外 环境 的 敏感 性 。 

FEE [6] BEE BY PEE TE BIS TE Sh FM 8: OF n] 
子宫 的 迁移 过 程 中 《〈Swanson et a]., 1994), 体外 
的 培养 环境 尚 无 法 达到 体内 这 一 转变 过 程 中 所 具备 
的 因素 。 因 而 可 以 认为 ， 猫 胚胎 体外 发 育 过 程 远 比 
其 他 动物 复杂 。 体 外 发 育 阻 断 的 克服 ， 可 能 需要 更 
加 完善 的 体内 环境 条 件 的 模拟 ， 或 许 进行 阶段 性 培 
养 条 件 的 改善 ， 可 以 揭 开 这 个 谜 。 

Kanda et af. (1998) BRIE T SA ie 2H 5} HE 
ID p38 Ht 3 IVE 胚胎 发 育 的 影响 。 以 Earle s 平衡 
ERR (MK - 1) 为 基础 培养 液 .分 别 加 人 10% B9 A rir 
i (HS), 1096 FCS 或 0.4% BSA, IVF 率 分 别 为 
94.76:,56.190 58 74.495. WI HS 组 的 TYF 率 显著 
fad FCS 或 BSA 组 。 当 用 TCM - 199 + 1096 FCS 进 
行 培养 时 ,IVF BRA 51.496. 培养 于 MK-HS 中 
时 ,IVF MJ IS SERE Az fr 3E 50.096 :其 他 各 组 只 有 
4.3~17.2% 研究 还 发 现 培养 咽 的 类 型 也 影响 发 
H3. 55 Be A A MM (tissue culture dish, 
TCD) Ai pi Be ak FF 3 JE DL (suspension culture dish, 
SCD) 进 行 培养 ,并 与 不 同 培养 液 组 合 培 养 。 结果 在 
MK -1+HS/SCD 中 培养 120 和 144 h Hf , BEA SE 4) 
BNA 47.2% Al 71.796 ,显著 高 于 MK - 1+BSA/SCD 
(11.4% 1 27.396) X MK - 1 + BSA/TCD( 10.4% ffl 
25.096). 3 MK- 1 - BSA/SCD 3E 2E BG 0f 3 f£ Br H8 
RAG SSA T AR E IS.7 只 中 有 5 只 怀孕 
(71.4%). #4 MK - 1 e HS/SCD JE 2E f] 5. 39] 3E BIS 
移 人 受 体 后 ,10 只 爱 体 中 有 8 只 怀孕 (80.0%)。 这 
些 结果 表明 ,MK -1+ HS SAA EIR Re Er 9 
RRERA RH. AAG I IVF/ET 的 成 功率 。 


6 胚胎 移植 
bh tf, AA DMR BANE SSE AERA 
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Re (Chang, 1969), f-F 1969 AFF EL i a4 SRE BE A 
RRB A SKA, XR (BI AS (Chang, 1969), 
Kraemer et af (1994) 首 次 进行 家 猫 胚胎 移植 ,利用 
自然 发 情 并 交配 得 到 的 胚胎 移植 到 自然 发 情 的 同期 
受 体 后 , 产 下 3 只 小 猫 。Kraemer et af. (1994) X 3f 
37 枚 狗 胚胎 移植 到 7 只 受 体内 ,3 只 妊娠 产 下 3 X 
小 狗 。 说 明 这 些 动物 自然 交配 的 胚胎 进行 移植 是 可 
行 的 。 为 得 到 更 多 的 胚胎 ,Goodrowe & Wildt( 1987) 
采用 促 性 腺 激素 超 排 技术 ,将 收集 到 的 胚胎 称 入 同 
期 发 情 受 体 猫 后 获得 幼 猫 。 

将 IVF 胚胎 在 HF — 10 培养 96 或 120 h 后 移植 
到 同期 发 情 受 体 , 产 仔 率 分 别 为 31 铝 和 25 名 ;而 在 
TCM199 或 Tyrode's 液 中 培养 120 h 移植 后 的 产 仔 
3&3 §5%% (Johnston et af.,1991a), MH A FU £e 
ay FS eS HC t RC URL E ES A 12 BO 
时 的 妊娠 率 要 高 于 移植 数 少 于 12 WO. Pope et 
al. (1997 38 5 BR 6 d HSE TO E BE SE A RI 4 或 
Sd 的 受 体 中 ,获得 幼 仔 。 


7 非 家 猫 猫 科 动 物 的 生殖 工程 研究 


自从 1980 年 得 到 首 例 IVF 家 猫 后 ,对 家 猫 生殖 
的 人 工 辅 助 技术 的 研究 相当 深入 ， 这些 进展 足以 让 
人 对 非 家 箱 猫 科 动 物 进行 类 似 的 人 人工 辅助 生殖 ,以 
促进 其 繁殖 ,扩大 其 种 群 数量 ,并 保护 其 遗传 多 样 
TE. AD 和 IYF/ET 技术 的 应 用 ,结合 配子 和 有 吓 胎 冷 
冻 技 术 的 应 用 ,将 对 这 些 阁 危 动物 的 保护 具有 更 为 
现实 的 意义 。 

用 于 家 猫 的 IVM-IVF-ET 技术 也 同样 适合 于 其 
他 猫 科 动物 .Donoghue et ul .(1990} 分 别 用 2 500 
fü 5000IU BY eCG 对 虎 进行 超 排 ,84h 后 注射 2000 
IU f] hCG.24~ 26h RA FILES Es RRO, 从 卵泡 
(z2mm)AT ff 3E 38 , FILAS BE pe xp FP US DEC IUS 
反应 ,卵泡 数 为 每 头 6~ 52 4. 卵泡 发 育 数 和 回收 
卵 数 不 受 eCG 剂量 或 季节 (7 和 I 月 } 的 影响 。 从 
468 个 卵泡 中 收集 到 456 个 卵 母 细 胞 ,回收 率 为 
97.4% .平均 每 头 回收 (28.5+3.4) 个 卵 。45S6 T: BB 
中 ,378 ^^ (82.956) d AM, 48 I CIO. 566 V A HX 
34,30 T-(6.696 Bik, MAA 10 头 雄 虎 中 经 电 刺 
激 取 得 (7.5 x 0.7)mL 的 精液 量 ,结构 正常 的 精子 数 
Hj 81.496. IVF BH 63.4% (227/358), Bp RA 
95.9%. WHT PIM AME INS. 将 86 个 质量 
好 的 2~4 细 胞 胚胎 移植 到 6 头 受 体 中 ,有 1 LE 
娠 , 生 下 3 RRB. f 46 ROR RSD FE 96 h 后 ， 


43.5¢K Ej 9| SE 1E B5, 30.490 AE ET IHRER 7E 
卵 母 细 胞 的 IJVM IVF 和 ET 是 可 行 的 。 这 个 实验 说 
明 , 用 于 家 猫 的 IVMZIVF 方案 完全 适合 于 虎 的 操 
作 。 虎 易 受 eCG/hCG 刺激 ,可 产生 大 量 的 发 育 卵 
泡 , 其 中 大 部 分 卵 是 成 熟 的 ,可 以 进行 IVF ,而 且 IVF 
AERA TEARS .体外 均 能 正常 发 育 。 虎 胚胎 在 体外 较 
EAE EL SERERE, fh LUE ETE BEA: ACTI BHL CORR 
HR — GERE LE S OEC B di ox HC BR IG A2 EP IE RE. 
移植 后 能 生产 纺 虎 、 

猫 科 动物 的 IVF EM 0~ 80 儿 不同。 除了 技术 
操作 问题 之 外 ,最 关键 的 应 是 配子 质量 问题 。 有 些 
种 类 , tr 3E HL S ( Puma concolor ) 5058 $3 ( Acinonyx ju- 
batus ) 的 IVE 率 很 低 , 原 因 是 精子 质量 差 ,并 与 精子 
多 态 (sperm pleiomorphisms ) 高 发 症 有 关 (Pope， 
2000) -利用 冷藏 或 冷冻 精子 ,分 别 可 使 非洲 野猪 、 
ERE AA (fishing cat) 的 IVF 率 达 到 50% 
~80%LA E. ICSI 技术 也 曾 应 用 于 美洲 虎 ( Herpail- 
urus yaguarondi ) 的 体外 受精 。] 只 美洲 虎 经 FSH 和 
hCG 超 排 后 , 获得 18 榴 良 好 的 卵 母 细胞 ;经 ICSI 
后 ,得 到 TO 个 上 胚胎。 将 这 些 胚胎 移植 到 受 体 家 猫 
后 ,未 能 获得 仔 虎 (Pope et al. ,1998). 

以 家 猫 为 受 体 ,移植 4 榴 印第安 沙漠 猫 (Indian 
desert ca ff] 3& $E RE 10RAKHN SR ERR IVA 1 
只 家 猫 产 下 2 只 印第安 沙漠 猫 (Pope et af... 1993), 
IVE 得 到 的 虎 胚胎 移植 到 6 头 受 体 虎 后 ,其 中 1 
头 生 下 3 只 小 虎 (Donoghue et al. ,1990)。 将 8 #CIE 
洲 野猫 的 IVR SEdEBE SE dE SI I HUE AE UR GL dE 
3 只 非洲 野猫 (Pope , 2000). 

在 整个 北美 ， 各 相关 动物 研究 和 保护 机 构 已 建 
立 起 合作 网 ， 其 和 且 的 是 从 突然 死亡 或 作 卵 巢 切 除 手 
术 的 动物 获得 卵巢 进行 研究 。 已 收集 了 猫 科 动 物 
m. de. A. WR. BA. SAM. BA, BH 
等 IE 种 35 只 动物 的 卵巢 ， 大 多 数 动物 的 卵巢 卵 母 
细胞 可 以 完成 体外 成 熟 。 体 外 受精 后 ,可 以 受精 并 
WB, RAR. CDM ERES) uif Bp SER STRE 
的 ， 甚 至 其 卵巢 在 生理 盐水 中 保存 36h 后 再 收集 
卵 母 细胞 仍 可 成 熟 至 MI 期 ; 多 年 轻 或 中 年 健康 的 
动物 ， 卵 的 质量 IVM/IVE 率 可 与 家 猫 的 相 比 
(Johnston et 以 .，I99fc)。 尽 管 这 一 研究 中 的 动物 
有 一 半 体 质 较 差 . AMA 66.7% HS A uk SA, 
IVM 率 仍 达 48.9%。 同 样 地 ， 从 老年 舱 性 动物 中 
也 可 以 收集 到 质量 不 错 的 卵 母 细胞 。 

我 们 实验 室 开展 了 猫 的 超 排 及 其 卵巢 卵 母 细胞 
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体外 培养 等 工作 ,目的 是 为 进行 猫 和 大 熊猫 异种 克 


隆 作 前 期 的 准备 工作 .。 
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Reproduction Engineering of Domestic Cat and Nondomestic Felid Species 


Li Guang-Peng LIAN Li 


Abstract: Among the vertebrates, felid species are 
some special animals, including 37 species, which are 
all rare or endangered species except domestic cat. 
Therefore, it is very important to study domestic cat’ s 
reproductive habits and regularities. especially its re- 


productive engineering, such as in vitro maturation 
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(IVM), in vitro fertilization (IVF) and inrtocytoplas- 
mic sperm injection ( ICSI) of cat's ovarian oocytes, 
ete. These mordem reproductive technique will provide 
a powerful promotion in the reproduction and protection 


of the nondomestic felid species. 
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